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1. INTRODUZIONE

La terapia dell'epatite C ¢ stata rivoluzionata dagli Agenti Antivirali Diretti (DAA) (1). Le
combinazioni orali di questi farmaci hanno una potente attivita antivirale e sono altamente
efficaci e sicure in tutte le categorie di pazienti con infezione da virus dell’epatite C (HCV),
inclusi quelli con malattia epatica avanzata e quelli che hanno gia sviluppato alcune
complicanze della cirrosi, come l'ipertensione portale e 1’ascite. Le linee guida internazionali
raccomandano il trattamento di questi pazienti con una terapia Interferon-free e tali casi sono
stati considerati prioritari negli ultimi 3-4 anni in molti paesi. Questa realta sta generando
un'enorme coorte di pazienti con cirrosi avanzata in cui l'agente eziologico, cio¢ 'HCV,
viene definitivamente eradicato con grandi aspettative sui principali benefici come la
prevenzione di complicanze, una migliore qualita della vita e sopravvivenza.

E stato dimostrato che l'eradicazione prolungata dell'l HCV fornisce un indiscusso vantaggio
clinico nei pazienti con e senza cirrosi trattati con terapie basate sull’Interferone (IFN) (2-
5). I pazienti che hanno raggiunto la risposta virologica sostenuta (SVR) hanno avuto una
significativa riduzione della progressione della malattia e delle complicanze e persino una
regressione della fibrosi, rispetto a quelli senza SVR o non trattati. Tuttavia, siamo ben
consapevoli che 1 benefici clinici ottenuti in passato nei pazienti trattati con regimi basati su
IFN riflettevano principalmente la cura di uno stadio precoce della cirrosi € non possono
essere trasferiti direttamente ai pazienti cirrotici che sono attualmente trattati con DAA orali,
poiché molti di loro ricevono la terapia in uno stadio molto piu avanzato della malattia, che
¢ stato considerato di per sé una controindicazione al trattamento con IFN e che comporta
intrinsecamente un maggior rischio di complicanze, tra cui quella neoplastica. Inoltre, le
proprieta farmacologiche e 1 meccanismi di azione dell'IFN e dei DAA sono profondamente

diversi.



I dati sugli esiti clinici dopo la terapia con DAA sono ancora limitati e si riferiscono a un
periodo di follow-up piuttosto breve.

Attualmente, la letteratura si sta arricchendo sempre piu di studi osservazionali prospettici
condotti in diversi paesi per raccogliere grandi coorti di pazienti in grado di descrivere
adeguatamente le implicazioni cliniche dell'eradicazione dell'HCV nelle diverse fasi della
cirrosi e di dettare le migliori strategie per gestire i pazienti dopo la SVR.

Recentemente ¢ stato sollevato un dibattito intenso e controverso su quale sia il rischio
residuo di sviluppare carcinoma epatocellulare (HCC) in pazienti cirrotici trattati con DAA.
Questo dibattito ¢ stato innescato da studi (6,7) che suggeriscono che tale rischio potrebbe
non essere ridotto, come ¢ stato nei pazienti cirrotici che hanno ottenuto SVR con terapia a
base di IFN, e potrebbe essere addirittura aumentato, specialmente in pazienti cirrotici
sottoposti a terapia antivirale dopo essere stati curati per 'HCC. Questi studi, seppur
retrospettivi e basati su piccole coorti di pazienti con caratteristiche di base molto diverse tra
loro e con follow-up estremamente variabili (8), hanno sollevato la necessita di raccogliere
ulteriori informazioni sull’evoluzione dei pazienti dopo terapia antivirale (6). Essi sono stati
quindi seguiti da una serie di altre pubblicazioni che tuttavia non confermano tale aumento
del rischio, anzi alcuni ne evidenziano una riduzione (8-16). Pertanto, il quadro che emerge
per ora ¢ piuttosto eterogeneo e non permette di delineare delle precise strategie da utilizzare
nella pratica clinica.

Inoltre, poiché il regime terapeutico con DAA ¢ stato recentemente esteso anche ai pazienti
non cirrotici, diventa cruciale porre attenzione al rischio di HCC nei pazienti non cirrotici
trattati e al rischio di insorgenza di HCC de novo, sviluppatosi per la prima volta dopo il
trattamento con DAA, considerate le rilevanti implicazioni cliniche che deriverebbero da un

eventuale aumento.



1.1 EPATITE C

1.1.1 Virologia

Il virione del’HCV ¢ un virus del diametro di 50 nm con involucro esterno (17) che circola
nel siero dell’ospite in varie forme: virioni legati alle lipoproteine a bassissima e a bassa
densita (VLDL e LDL) che sembra rappresentino la frazione infettiva, virioni legati alle
immunoglobuline e virioni liberi. L’HCV ¢ un virus a filamento singolo di RNA che
appartiene alla famiglia Flaviviridae ed ¢ stato classificato come I’unico membro del genere
Hepacivirus (18). Gli epatociti sono il principale sito di replicazione di HCV anche se ¢ stato
ben documentato che le cellule mononucleate del sangue periferico, 1 linfociti B, 1 linfociti
T e le cellule dendritiche consentono la replicazione del virus (19, 20). Dalla trasduzione del
genoma del’HCV viene generata una grande poliproteina che viene successivamente scissa
dalle proteasi cellulari e virali per formare proteine strutturali e non strutturali.

L’HCV ha un tasso di mutazione spontanea elevato che comporta una notevole eterogeneita
di ogni parte del genoma. Questo fenomeno viene favorito dall’alto tasso di turnover virale
che porta alla produzione di 1010 — 10 12 virioni ogni giorno (21). La vita media stimata
del’HCV in circolo ¢ di soli 45 minuti (22). Per descrivere 1’eterogeneita dell’HCV, viene
usato il genotipo virale che si riferisce a gruppi di HCV geneticamente distinti comparsi
durante I’evoluzione, con una variazione di oltre il 34% del genoma tra un genotipo e I’altro.
Esistono 6 genotipi (indicati con numeri) con sequenze simili nel 60-70% e diversi sottotipi
(indicati con una lettera minuscola) con sequenze simili per piu del 70% del genoma
nell’ambito del genotipo maggiore e con sequenze simili tra loro per il 77-80% (23).
Esistono differenze geografiche nella distribuzione dei genotipi di HCV, cosi come nella

modalita di acquisizione.



E possibile osservare anche differenze etniche di prevalenza dei genotipi. Negli Stati Uniti
il genotipo 1a ¢ il piu diffuso (57% delle infezioni da HCV), seguito dal genotipo 1b (17%),
genotipo 2 (14%), genotipo 3 (7%) e genotipi 4, 5 ¢ 6 (meno del 5%) (24). In Europa il
genotipo prevalente ¢ 1’1b (47%), seguito da 1a (17%), 3 (16%) e 2 (13%) (25). 1l genotipo
4 ¢ diffuso principalmente in Egitto, Medio-Oriente e in Africa Centrale (26). In Egitto, circa
il 15% della popolazione ¢ infetta da HCV e piu del 90% ha il genotipo 4. A causa dell’alta
prevalenza in Egitto, il genotipo 4 rappresenta il 20% della popolazione mondiale affetta da
HCV. Il genotipo 5 ¢ anche presente in determinate regioni di Francia, Belgio e Spagna (27).
II genotipo 6 ¢ predominante in Asia. La distribuzione dei genotipi ¢ molto cambiata con il
fenomeno dell’immigrazione e con le modifiche della modalita di trasmissione
dell’infezione. Il genotipo di HCV non sembra influenzare la gravita dell’epatopatia, definita
invece dal grado di fibrosi e dalla probabilita di cronicizzazione dell’infezione acuta.

La seconda componente dell’eterogeneita genetica ¢ la produzione delle quasispecie (23)
che sono sequenze eterogenee di HCV che si ritrovano in un singola persona infetta e sono
il risultato delle mutazioni che avvengono durante la replicazione virale. Lo sviluppo di
quasispecie puod essere uno dei meccanismi attraverso il quale il virus elude la risposta
immunitaria dell’ospite e favorisce la persistenza dell’infezione (28). Un aumentato numero
di quasispecie ¢ stato associato a una piu rapida progressione a cirrosi e allo sviluppo di HCC

(29).



1.1.2 Epidemiologia

Piu di 200 milioni di persone in tutto il mondo hanno un’infezione da virus dell’epatite C
(25, 30). Complessivamente la prevalenza mondiale ¢ aumentata dal 1990 al 2010. Esiste
una notevole variabilita geografica con tassi di infezione che vanno dall’1.3 all’1.6% negli
Stati Uniti al 15% in Egitto. Nel 2005 il picco di prevalenza in relazione all’eta si € spostato
da 35-44 anni (2.5%) a 55-64 anni (2.7%) (25). La prevalenza ¢ piu alta nei maschi (2.1%)
che nelle femmine (1.1%) e negli afro-americani (3%) rispetto ai caucasici (1.5%). Altri
fattori di rischio sono 1'uso di droghe iniettabili, (31) le emotrasfusioni prima del 1992, I’aver
avuto piu di 50 partner sessuali nel corso della vita e un reddito familiare al di sotto della
soglia di poverta.

L’uso di droghe iniettabili ¢ sempre stato la principale via di acquisizione del’HCV negli
Stati Uniti e rende conto per almeno i2/3 dei nuovi casi. La frequenza dell’infezione da virus
C in soggetti che fanno uso di droghe varia dal 57 al 90% (31). La maggior parte di essi
diventa positiva per anti-HCV nel giro di 6 mesi dall’inizio dell’uso di droghe iniettabili con
scambio di siringhe.

Anche I’emodialisi cronica ¢ associata a un elevato tasso di infezione da HCV. La prevalenza
di anti-HCV in pazienti in emodialisi varia da meno del 10% negli Stati Uniti al 55-85% in
Giordania, Arabia Saudita e Iran (32).

La trasmissione pud avvenire dai pazienti infetti al personale di assistenza. Gli studi
prospettici che hanno valutato la percentuale di positivita anti-HCV del personale sanitario
dopo esposizione indicano che i tassi vanno da 0.3% a 4% (33-35). Sebbene meno
comunemente, la trasmissione del’HCV puo avvenire anche dal personale sanitario al
paziente (36). Poiché l'infezione acuta da HCV ¢ spesso subclinica, la trasmissione

nosocomiale puo avvenire con frequenza maggiore rispetto a quella ufficialmente nota.



L’implementazione del test per 'HCV su sangue donato (tra il 1990 e il 1992) ha
drasticamente ridotto I’acquisizione dell’infezione con le trasfusioni (37).

Nonostante I’incidenza della trasmissione del’HCV attraverso strumenti sanitari si sia
marcatamente ridotta, il rischio non ¢ stato eliminato. Ad oggi nessun trattamento ¢ risultato
efficace per la profilassi post-esposizione.

L HCV puo essere trasmesso anche per via non percutanea che include le pratiche sessuali
e il parto. Dal 10 al 20% dei pazienti con infezione da HCV riferisce come fattore di rischio
solo I’esposizione sessuale con partner infetto. In un grande studio prospettico condotto su
partner sieronegativi monogami di pazienti infetti da HCV che negavano rapporti sessuali
per via anale e durante le mestruazioni, non si sono verificati casi di trasmissione di HCV
con la stessa sequenza genetica del partner infetto in un follow-up di 10 anni (38). In maniera
simile, uno studio nel quale sono stati esaminati nel tempo 500 soggetti anti-HCV positivi e
1 loro partner eterosessuali di lunga data, ha identificato solo 3 coppie (0.6%) con specie
virali concordanti (39). Quindi, molti dei casi presunti di trasmissione per via sessuale sono
probabilmente legati ad altri tipi di esposizione, forse non segnalate o riconosciute. D’altra
parte se il partner sessuale ¢ infetto con I’HIV o 1 partner praticano attivita sessuali ad alto
rischio (rapporti anali) la trasmissibilita dell’HCV ¢ presumibilmente piu alta (40).

Il rischio di trasmissione perinatale dell’infezione da HCV ¢ basso, in media dal 5.1 al 6.7%
per pazienti con monoinfezione da HCV e da 2 a 3 volte piu alto per pazienti con coinfezione
HCV-HIV (41, 42). Le madri con alta viremia trasmettono con maggiore probabilita
I’infezione ai loro figli. I dati relativi al rischio di trasmissione associato al parto vaginale in
confronto al parto cesareo non derivano da studi controllati, ma 1’evidenza che il parto
vaginale sia associato ad un piu alto rischio di trasmissione del’HCV resta poco
convincente. Sebbene esistano pochi dati, il rischio di trasmissione durante 1’allattamento ¢
trascurabile. Le societa scientifiche internazionali hanno concluso che I’allattamento da

madri infette con HCV ¢ in genere sicuro (25, 43).



1.1.3 Caratteristiche cliniche

Si stima che I’infezione da HCV determini i1 20% delle epatiti acute. L’epatite acuta da virus
C si riscontra raramente nella pratica clinica perché 1’infezione ¢ asintomatica in quasi tutti
i casi. Per tale ragione non ¢ facile studiarne le fasi precoci. L’HCV-RNA diventa rilevabile
nel siero da 7 a 21 giorni dopo il contagio (44). L’aumento dell’alanina aminotransferasi
(ALT) si osserva tra 4 e 12 settimane, con livelli sierici frequentemente superioria 10 volte
il limite superiore della norma e aumento concomitante della bilirubina (45). Trale 2 e le 12
settimane dopo I’infezione, alcuni pazienti sviluppano sintomi clinici aspecifici. Quelli piu
frequentemente riportati sono nausea, dolore addominale, anoressia, febbricola, prurito e
mialgie. L’ittero si sviluppa nel 50-84% dei pazienti con infezione acuta da HCV. L’epatite
fulminante ¢ stata riportata in pochi casi.

La percentuale di cronicizzazione varia dal 45% a piu del 90%. Eta e sesso influenzano il
rischio di cronicizzazione con tassi inferiori nei pazienti piu giovani e nel sesso femminile.
Altri fattori rilevanti includono la fonte di infezione e I’entita della carica virale a cui si ¢
stati esposti (la cronicizzazione pud essere meno frequente nei tossicodipendenti rispetto a
coloro che hanno acquisito I’infezione a seguito di emotrasfusioni), lo stato immunitario
dell’ospite (il tasso di cronicizzazione risulta piu elevato nei soggetti in stati di
immunodeficienza come I’agammaglobulinemia e I’infezione da HIV) e I’etnia del paziente
(negli Stati Uniti il tasso di persistenza del virus ¢ piu alto negli afro-americani rispetto ai
caucasici e agli ispanici americani) (46).

Il tasso di clearance spontanea ¢ piu elevato nei pazienti sintomatici nei quali si manifesta
I’ittero durante la fase acuta dell’infezione rispetto ai pazienti asintomatici (47).

Nei pazienti con infezione cronica da HCV i livelli sierici di ALT sono generalmente elevati
ma, poiché fluttuano nel tempo, almeno meta dei pazienti in un determinato periodo puo

presentare ALT nella norma (48).



Livelli di ALT persistentemente normali sono piu frequenti nelle donne e risultano
comunemente associati a livelli piu bassi di HCV-RNA e minore gravita di malattia
(inflammazione e fibrosi) alla biopsia.

La maggior parte dei pazienti con epatite cronica da virus C ¢ asintomatica prima della
progressione a uno stadio di fibrosi epatica avanzata. I pazienti con infezione cronica da
virus C, tuttavia, lamentano frequentemente astenia o deflessione del tono dell’umore e
presentano punteggi costantemente inferiori in tutti i campi della qualita della vita legata allo
stato di salute (HRQOL) rispetto ai soggetti HCV-negativi (49). Se la suddetta riduzione sia
legata a fattori virali, fattori sociali (per esempio stigmatizzazioni) o preoccupazioni relative
alla malattia di per sé risulta poco chiaro.

I pazienti con infezione da HCV possono presentare manifestazioni extraepatiche la cui
associazione con l’infezione ¢ certa (crioglobulinemia mista di tipo 2 e 3, gammopatia
monoclonale, lichen planus, linfoma non Hodgkin a cellule B, porfiria cutanea tarda e
tiroidite autoimmune) e altre la cui associazione con I’infezione ¢ probabile (carcinoma a
cellule renali, diabete mellito, fibrosi polmonare idiopatica, nefropatia non
crioglobulinemica, poliartrite cronica, sindrome sicca, tumore della tiroide e vitiligine).

Il 19-50% dei pazienti con infezione da HCV presenta crioglobuline sieriche ma le
manifestazioni cliniche legate alla crioglobulinemia sono mostrate solo dal 5-10% di questi
€ sono pil comuni nei pazienti cirrotici (49). I sintomi e i1 segni comprendono astenia,
artralgie e mialgie, artriti, porpora palpabile, fenomeno di Raynaud, vasculite, neuropatia
periferica e nefropatia (glomerulonefrite membranoproliferativa e nefropatia membranosa)
(49). Secondo 1 dati riportati dall’ Associazione Italiana per lo Studio del Fegato, al momento
della diagnosi il 20% dei pazienti con crioglobulinemia di tipo 2 presenta coinvolgimento
renale e un altro 35-60% lo sviluppera successivamente. In circa il 15% dei pazienti la

nefropatia crioglobulinemica progredisce in un’insufficienza renale che richiede la dialisi.



L’infezione da HCV ¢ associata allo sviluppo di linfoma non Hodgkin a cellule B e di
gammopatia monoclonale di incerto significato (MGUS) (50). Il rischio relativo di
sviluppare linfoma ¢ basso (1.28) (51).

Nonostante la nota associazione tra infezione da HCV e linfoma, ’"HCV-RNA non si integra
nel genoma dell’ospite e non puod essere considerato un tipico virus oncogeno. Piuttosto,
I’HCV mostra linfotropismo e puo facilitare lo sviluppo e la selezione di cloni di cellule B
anomale attraverso la stimolazione cronica del sistema immunitario.

Anche se non associata a manifestazioni cliniche, la sieropositivita per autoanticorpi (ANA
a titolo superiore a 1:40 presenti nel 9% dei casi, ASMA con titolo superiore a 1:40 nel 20%,
LKM nel 6%) ¢ frequente in individui con infezione da HCV (52).

Lo spettro di manifestazioni extraepatiche puod incidere negativamente sulla sopravvivenza
globale dei pazienti con infezione da HCV. Uno studio prospettico condotto sulla
popolazione di Taiwan nel quale sono stati seguiti quasi 24.000 adulti dai 30 ai 65 anni, ha
dimostrato che i1 soggetti con infezione da HCV non solo presentano un incremento della
mortalita correlata alla malattia epatica, ma anche una maggiore mortalita per malattie

extraepatiche rispetto ai soggetti anti-HCV-negativi (53).



1.1.4 Diagnosi

Numerosi test sia immunologici che molecolari sono utilizzati per rilevare e monitorare
I’infezione da virus C. La presenza degli anticorpi anti-HCV ad alto titolo nel siero indica
esposizione al virus ma non ¢ in grado di differenziare I’infezione acuta dalla forma cronica
o da un’infezione gia risolta.

L’attuale gold standard per la determinazione della viremia nei soggetti anti-HCV positivi €
rappresentato da test quantitativi altamente sensibili del tipo “real time” (54). Nella maggior
parte dei casi il limite inferiore di sensibilita di tali test varia da 10 a 15 Ul/ml (55).
Un’alternativa piu economica ¢ il test per il dosaggio dell’antigene del core del’HCV che
presenta pero importanti limiti di sensibilita, quindi puo essere utilizzato solo per confermare
la presenza della viremia.

Per I’identificazione del genotipo del’HCV il test piu accurato ¢ la PCR e il sequenziamento
diretto della regione NS5B o della regione E1.

Per 1 pazienti a basso rischio di infezione da HCV, un risultato negativo per anticorpi anti-
HCV ¢ sufficiente a escludere I’infezione da HCV. La positivita degli anticorpi anti-HCV ¢
sufficiente per confermare la diagnosi in presenza di ALT elevate. Se il livello sierico di
ALT non ¢ elevato, deve essere misurato ’HCV-RNA. Nei pazienti ad alto rischio, come
quelli con elevati livelli di ALT e con noto fattore di rischio per I’infezione da HCV, che
hanno sperimentato un’esposizione recente o sono immunocompromessi o in dialisi, la
positivita degli anticorpi anti-HCV ¢ sufficiente a confermare I’infezione da HCV; se invece
non si riscontrano gli anticorpi anti-HCV, allora dovrebbe essere eseguito il test per 'THCV-

RNA (43).
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1.1.5 Storia naturale

Una volta che I'infezione cronica da virus C ¢ stata accertata, la guarigione spontanea si
verifica raramente. L’epatite C cronica causa progressivo danno al fegato con conseguente
cirrosi epatica e HCC.

La cirrosi si sviluppa in media nel 16% dei pazienti nell’arco di 20 anni dall’acquisizione
dell’infezione (56) (figura 1). La cirrosi € attribuibile all’infezione da HCV nel 27% dei casi
con una notevole variabilita tra i1 diversi studi (dal 14 al 62%) che puo essere spiegata dalle
differenze geografiche e dalla presenza di altri cofattori (46, 57). L’eta ¢ uno dei fattori di
rischio piu importanti per la progressione della fibrosi nei pazienti con infezione cronica da
HCV. Nel complesso, la cirrosi si sviluppa nella maggior parte dei pazienti affetti da epatite
C con piu di 65 anni d’eta, indipendentemente dall’eta in cui € stata contratta I’infezione
(58). Il sesso femminile sembra essere un fattore protettivo; la progressione della fibrosi ¢
molto piu veloce nei maschi HCV-positivi, suggerendo che fattori ormonali siano rilevanti
nella regolazione della fibrosi epatica (59). Il grado di attivita istologica e I’incidenza di
cirrosi sono piu bassi negli afroamericani rispetto ai caucasici (60). Valori sierici elevati di
transaminasi sono utilizzati come marcatore surrogato di inflammazione epatica ed elevati
livelli sierici di ALT sono associati ad un aumento del rischio di progressione della fibrosi
epatica (61). In pazienti con normali livelli sierici di ALT ¢ riportata bassa progressione della
fibrosi, anche se livelli normali di ALT non escludono la possibilita di progressione (48).
Diversi studi hanno descritto una progressione piu rapida nei pazienti con infezione da
genotipo 3 (62) e cio si correla all’elevato tasso di mortalita riportato per questi pazienti (63).
Riacutizzazioni citolitiche si verificano piu frequentemente nel genotipo 2, comportando un
decorso piu grave della malattia (64). Diversamente, la carica virale non ¢ correlata al grado

di danno epatico o alla fibrosi (65).
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Il consumo eccessivo di alcol ¢ un fattore di rischio indipendente per la cirrosi e I’assunzione
cronica di alcol in quantita superiori al 50 g al giorno ¢ associata a un notevole aumento del
rischio in pazienti con infezione da virus C.

L’epatite cronica da HCV ¢ responsabile di circa il 25% dei casi di HCC con percentuali
particolarmente alte nell’ Asia orientale (66). Diversamente da quanto accade nell’epatite
cronica da HBV, ’'HCC dovuto a HCV si sviluppa in genere in fegati cirrotici, sebbene possa
essere riscontrato anche in pazienti con epatite cronica senza cirrosi. Lok et al. hanno
riportato una percentuale d’incidenza dell’HCC dello 0.8% 1’anno nei pazienti non cirrotici
con infezione cronica da HCV ma che hanno una fibrosi avanzata (67), mentre il rischio ¢
maggiore nei pazienti cirrotici con percentuali dell’1.4-4.9% I’anno (68, 69) (figura 1). Nei
pazienti con cirrosi HCV-relata, il rischio di HCC a 5 anni ¢ del 7-30% (70, 71). La comparsa
di HCC ¢ spesso la prima complicanza della cirrosi da virus C e si verifica prima della
comparsa di scompenso epatico. I fattori di rischio per lo sviluppo di HCC nei pazienti con
infezione cronica da HCV sono simili a quelli associati allo sviluppo di cirrosi. Per esempio,
I’eta avanzata, il sesso maschile e 1’abuso di alcol sono fattori di rischio noti. Inoltre, il
diabete mellito di tipo 2 ¢ stato identificato come importante fattore di rischio indipendente
(72, 73). La coinfezione con HBV incrementa il rischio di HCC. Inoltre, esistono interazioni
sinergiche tra i vari fattori di rischio che verosimilmente aumentano il rischio complessivo

di sviluppare questo tumore.
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1.1.6 Trattamento

La monoterapia con [IFN-a fu approvata per il trattamento dell’epatite cronica da HCV, allora
nota come epatite non-A non-B, prima che 'HCV fosse identificato. Grandi progressi sono
stati fatti con I’introduzione di periodi prolungati di trattamento, di formulazioni pegilate di
IFN a lunga durata e dell’analogo orale della guanosina, la ribavirina. Nel 2011 sono stati
approvati per il trattamento dell’infezione da HCV con genotipo 1 i primi Agenti Antivirali
Diretti (DAA), telaprevir e boceprevir, e nel 2013 simeprevir e sofosbuvir, rispettivamente
un inibitore della proteasi e un inibitore nucleotidico della polimerasi. Maggiori conoscenze
sul meccanismo di replicazione del’HCV hanno condotto allo sviluppo di ulteriori classi di
DAA che includono gli inibitori dell’NS5A e gli inibitori nucleosidici € non nucleosidici
della polimerasi del’HCV (74). Tutti questi farmaci inibiscono la replicazione del’HCV
interferendo con la rispettiva fase del ciclo vitale del virus. Ad oggi le linee guida Europee
e Americane raccomandano il trattamento per tutti i pazienti infetti al fine di prevenire le
complicanze sia epatiche sia extraepatiche dell’infezione da HCV (8). Diversi studi hanno
riportato tassi di SVR intorno al 95-97% nella cirrosi compensata e intorno al 85-90% in
soggetti con malattia epatica piu avanzata, dimostrando I’efficacia di questi farmaci (6, 7,
9). La funzionalitd epatica puo infatti migliorare dopo 1’eradicazione del virus, con una
significativa diminuzione del gradiente di pressione venosa epatica, evitando cosi il trapianto
in alcuni casi di malattia avanzata ma ottenendo 1 piu grandi benefici in pazienti con cirrosi
compensata senza evidenza clinica di ipertensione portale (8). Il loro utilizzo ha generato
inoltre diverse aspettative: in primo luogo, eradicando I'infezione, ne conseguirebbe una
riduzione del numero di pazienti che vanno incontro ad evoluzione in cirrosi e di quelli che
necessitano di trapianto epatico; in secondo luogo, in assenza dell’inflammazione cronica
correlata all’infezione, verrebbero meno i meccanismi alla base della cirrosi e del danno

oncogenico e, dunque, si assisterebbe ad un calo del tasso di tumori (6, 7).

13



1.2 CARCINOMA EPATOCELLULARE

1.2.1 Epidemiologia

Il carcinoma epatocellulare rappresenta approssimativamente il 4% di tutti i nuovi casi di
cancro diagnosticati in tutto il mondo e, all’incirca, 1’85-90% di tutti i tumori del fegato.
Costituisce la terza causa di morte per cancro tra gli uomini e la sesta tra le donne; ogni anno
viene diagnosticato a piu di 560.000 persone e quasi lo stesso numero di pazienti muore a
causa di esso, a dimostrazione della pessima prognosi di questo tipo di tumore (75, 76).
Uno studio in Giappone ha rilevato che la percentuale di incidenza dell’HCC ha cominciato
a diminuire nel 2000. Una simile evoluzione tendente al calo ¢ stata osservata anche in alcuni
paesi europei come Italia e Francia (77). Al contrario, negli Stati Uniti ’HCC ¢ il tumore
che ¢ aumentato piu rapidamente in incidenza a partire dal 2000 (78).

Il carcinoma epatocellulare ammonta a circa 1’1% di tutte le morti nel mondo nel 2004 (79).
E stato stimato che la sopravvivenza mediana dei pazienti con HCC sia inferiore ad 1 anno
(80). Senza un trattamento efficace la sopravvivenza mediana riportata ¢ addirittura pit bassa
(meno di 5 mesi) (81, 82).

La distribuzione globale dell’eta dei pazienti con epatocarcinoma varia a seconda della
regione, del tasso di incidenza, del genere e dell’eziologia (83).

Nella popolazione generale 1 soggetti di sesso maschile sono a maggior rischio di sviluppo
di epatocarcinoma rispetto al sesso femminile, con un rapporto maschi/femmine che
generalmente ¢ tra 2:1 e 4:1. Tale differenza si accentua nelle aree ad alta e media incidenza,
come ad esempio in Francia dove il rapporto maschi/femmine ¢ 5:1. Il rapporto tra i due

sessi tende ad essere meno pronunciato in Italia (area ad incidenza medio-bassa), in cui si €

passati da un rapporto di 3.1 a un rapporto di 1.4.
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Le cause della differente distribuzione in ambo i sessi devono ancora essere spiegate ma un
ruolo importante potrebbe essere giocato dagli ormoni sessuali e dalla diversa esposizione a
fattori di rischio. I soggetti di sesso maschile, infatti, sono piu esposti a infezioni da HBV e
HCV, consumo di alcol, fumo di sigaretta, hanno maggior indice di massa corporea (BMI)

e, inoltre, hanno maggiori depositi di ferro (84).
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1.2.2 Fattori di rischio

I principali fattori di rischio per lo sviluppo di epatocarcinoma sono rappresentati dalle
epatiti virali croniche da HBV e HCV e dalla cirrosi, di qualunque eziologia essa sia. Le
epatopatic da HBV e HCV, insieme, rendono conto dell’80-90% di tutti i casi di
epatocarcinoma nel mondo (85). Un ruolo nell’incidenza dell’epatocarcinoma sembra svolto
anche dall’utilizzo di contraccettivi orali e dall’esposizione a fattori di rischio ambientali e
occupazionali (es. esposizione all’aflatossina B1 e al fumo di sigaretta). Una certa quota di
epatocarcinoma rimane, nonostante tutto, di eziologia ignota: in questi casi si parla di forme
criptogenetiche. Le linee guida EASL del 2018 (91) individuano anche altri fattori di rischio:
I’abuso di alcol, alcune malattie croniche metaboliche del fegato (emocromatosi e deficit di
al-antitripsina) e la sindrome metabolica che conduce a steatosi epatica. Tra i fattori di
rischio piu determinanti vi ¢ inoltre la storia di pregresso HCC, dunque le recidive
costituiscono un aspetto non trascurabile di questa patologia. Un altro fattore di rischio
indipendente insieme alla storia di HCC ¢ la classe di Child-Pugh, secondo I’omonimo score
che valuta la gravita dell’epatopatia (7). Nello studio di Conti et al (7) non ¢ stata trovata
alcuna correlazione tra I’insorgenza di HCC e il genotipo virale o il tipo di DAA utilizzato,
n¢é per ’HCC de novo né per le recidive. Una metanalisi di Waziry et al (16) ha individuato
nell’eta piu avanzata, nelle peggiori condizioni generali e nel piu elevato grado di fibrosi dei
fattori predittivi di insorgenza di HCC, dopo aver preso in esame molteplici studi per una

popolazione composta complessivamente di 6002 pazienti trattati con DAA.
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1.2.3 Screening e sorveglianza

L’ecografia addominale ¢ il metodo di scelta per lo screening perché ha sensibilita,
specificita e valore predittivo positivo e negativo adeguati (85, 86).

L’alfa-fetoproteina non ¢ piu considerata un test di screening adeguato dalla “American
Association for the Study of Liver Diseases (AASLD)” e dalla “European Association for
the Study of Liver (EASL)”, data I’elevata percentuale di risultati falsi positivi e falsi
negativi nei pazienti con epatite cronica e cirrosi. Non esistono evidenze che dimostrino un
suo contributo nell’elevare la sensibilita diagnostica dell’ecografia nello screening dei
pazienti cirrotici; inoltre incrementa la percentuale di falsi positivi.

La sensibilita diagnostica dell’ecografia nel paziente cirrotico varia dal 65% all’80%, con
specificita superiore al 90%. La metodica ¢ ben accettata dalla popolazione, ma ¢ operatore-
dipendente ed ¢ limitata nei pazienti obesi o con intenso meteorismo intestinale (86).

Studi del tempo di raddoppio del volume del carcinoma epatico hanno definito 6 mesi il
tempo medio in cui il tumore raddoppia il proprio volume e questo intervallo ¢ stato scelto
per la sorveglianza del paziente con cirrosi, in quanto accorciando I’intervallo per esempio
a 3 mesi, degli studi hanno dimostrato un incremento dei costi a causa di un eccesso di

risultati falsamente positivi (87, 88).
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1.2.4 Diagnosi

Il riscontro ecografico diuna lesione focale solida di nuova comparsa in un fegato cirrotico
deve essere confermato ed approfondito mediante tecniche di imaging contrastografiche
(TC, RM, CEUS) o tramite analisi istopatologica del nodulo (biopsia mirata) (86, 89, 90).
Nella figura 2 ¢ riportato I’algoritmo diagnostico cui sottoporre una lesione nodulare epatica
sospetta per HCC suggerito dalla “European Association for the Study ofthe Liver (EASL)”.
Il carcinoma epatocellulare ¢ praticamente I’unica neoplasia la cui diagnosi € principalmente
radiologica in quanto il suo comportamento contrastografico ¢ tipico, con captazione del
mezzo di contrasto in fase arteriosa precoce e suo rapido “wash-out” in fase portale/venosa
(figura 3). L’accuratezza della diagnosi radiologica dipende, tuttavia, dalle dimensioni del
nodulo: per noduli con diametro superiore a 1 cm ¢ sufficiente un’unica tecnica diagnostica
positiva, mentre per noduli < 1 cm la caratterizzazione radiologica non ¢ considerata
affidabile (91, 93). Globalmente, in presenza di noduli epatici di nuova comparsa nell’ambito
di un fegato cirrotico < 2 cm la diagnosi radiologica ¢ possibile solo in un terzo dei casi
(sensibilita diagnostica = 33%), ma con una specificita assoluta. Nei restanti casi, 1 noduli
epatici sono valutati istologicamente o con monitoraggio mediante ecografia a intervalli di
3 mesi.

In alcuni casi, la diagnosi di carcinoma epatico ¢ clinica quando un nodulo superiore a 2 cm
evidenziato con ecografia si associa a valori di a-fetoproteina superiori a 200 ng/ml.
Quando I’imaging radiologico non ¢ sufficiente per raggiungere una corretta diagnosi ¢
necessario ricorrere alla biopsia epatica; quest’ultima si associa ad un rischio di
disseminazione metastatica nel 2.7% dei casi (91) e puo dare risultati falsi negativi nel 30%
deinoduli <2 cm. Grazie all’analisi immunoistochimica, tuttavia, I’esame bioptico € cio che
ci consente di discriminare piu facilmente rispetto alle tecniche radiologiche un nodulo con

displasia di alto grado da un nodulo di epatocarcinoma in fase precoce (91-93).

18



1.2.5 Stadiazione e trattamento

Per la stadiazione dell’HCC non esiste un sistema universalmente accettato.

Il “Barcellona Clinic Liver Cancer (BCLC) staging system” ¢ un sistema che consente la
stratificazione dei pazienti in cinque gruppi sulla base di Performance Status (secondo la
scala di Karnofsky e la scala di ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group), punteggio
Child-Pugh e caratteristiche della neoplasia (dimensioni, invasione vascolare e/o metastasi
extraepatiche). 1 sistema non si limita alla sola predizione della sopravvivenza del paziente
e/o alla definizione della prognosi ma consente di identificare una strategia terapeutica
adeguata a ciascun paziente. Sulla base del sistema di stadiazione BCLC vengono distinti
quattro stadi cui si fa corrispondere, in genere, una determinato tipo di trattamento:

e Very early stage (0): include pazienti con neoplasia singola di diametro inferiore ai
2 cm (carcinoma in situ), con funzione epatica conservata (classe Child-Pugh A) e
senza segni e sintomi correlati alla neoplasia. In genere si tratta di piccole lesioni
neoplastiche ben differenziate, con dotti biliari e rami portali, prive di invasione delle
strutture contigue.

e Early stage (A): include pazienti con HCC singolo o con un numero di noduli < 3,
ciascuno di diametro < 3 cm, con funzione epatica conservata (classe Child-Pugh A
e B).

e Intermediate stage (B): include pazienti con neoplasia multinodulare (> 3 noduli di
diametro > 3 cm), senza evidenza di invasione vascolare né¢ di localizzazione
extraepatica, in buon compenso funzionale (Child-Pugh A e B).

e Advanced stage (C): include pazienti che manifestano sintomi correlati alla neoplasia

(Performance Status 1-2), con invasione vascolare e/o localizzazioni extraepatiche.
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e Terminal stage (D): include pazienti in stadio terminale, con funzione epatica
compromessa (classe Child-Pugh C) e severa disabilita correlata alla patologia
neoplastica (Performance Status > 2).

La resezione puo essere praticata per tumori monofocali, in presenza di ipertensione portale
clinicamente non significativa e bilirubinemia nella norma. Raramente si resecano HCC > 5
cm, tuttavia questa opzione puo essere tenuta in considerazione in presenza di nodulo singolo
senza invasione vascolare/metastatica in quanto unica possibilita di trattamento radicale,
dunque la grandezza del tumore non € necessariamente un fattore limitante (93).

Il trapianto di fegato viene eseguito in pazienti che rientrano nei criteri di Milano e che
abbiano riduzione della funzionalita epatica tale da controindicare la resezione. Vengono
inclusi all’interno dei criteri di Milano noduli singoli minori di 5 cm o fino a 3 noduli minori
di 3 cm, in assenza di metastasi extraepatiche e di invasione vascolare (93). Se il tempo di
attesa in lista ¢ superiore ai 6 mesi, si possono mettere in atto strategie di “bridging”, quali
termoablazione percutanea con radiofrequenza (RFA) o chemioembolizzazione trans-
arteriosa (TACE). La TACE puo essere utile anche mettere in atto una sotto-stadiazione
dell’epatocarcinoma cosi da consentire a certi pazienti di rientrare nei criteri di Milano ed
essere sottoposti a trapianto (91).

In generale la chemioembolizzazione trans-arteriosa ¢ indicata in pazienti asintomatici con
HCC multifocale o non resecabile che non mostri evidenza di invasione vascolare e non
abbia localizzazioni extraepatiche; 1 migliori candidati sono i pazienti in classe A di Child-
Pugh (sebbene anche i pazienti in classe B possano, in determinate condizioni, essere inclusi)
(93).

I pazienti con HCC ad uno stadio ancora piu avanzato o per i pazienti i quali la TACE abbia
fallito sono candidabili all’utilizzo del Sorafenib, farmaco anti-neoplastico che svolge azione

anti-angiogenetica mediante I’inibizione dei recettori tirosin-chinasici di VEGF e PDGF.
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I pazienti ad uno stadio terminale con un Performance Status maggiore di 2 e con diffusione
massiva del tumore associata ad un grave scadimento della funzionalita epatica sono

suscettibili soltanto di trattamenti sintomatici e palliativi (91-93) (figura 4).
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1.2.6 Fisiopatologia del’HCC nei pazienti trattati con DAA

La carcinogenesi nel fegato ¢ un processo innescato dall’inflammazione epatica cronica e
dalla fibrosi progressiva che ne consegue, conducendo allo sviluppo di cloni neoplastici e
favorendo la loro diffusione in un ambiente tissutale predisponente (7).

Da cio deriva che il trattamento con DAA, eradicando I’infezione e quindi la causa
dell’infiammazione, dovrebbe ridurre anche I’incidenza del’HCC. Questa riduzione,
osservata nei regimi terapeutici a base di IFN e ribavirina, non trova pero univoca conferma
negli studi sui DAA, in particolare negli studi (6) e (7) in cui si segnala anzi un aumento del
rischio di HCC specialmente durante e subito dopo il trattamento antivirale, con un pattern
aggressivo e piu frequentemente in pazienti che hanno ricevuto questa terapia dopo esser
stati trattati per HCC.

Se dunque non ¢ stato ancora possibile dimostrare con certezza I’efficacia dei DAA nel
prevenire 1’insorgenza del’HCC o delle recidive, ¢ necessario comprendere i meccanismi
per i quali I’attesa diminuzione di questo rischio potrebbe non verificarsi.

La sorveglianza immunologica nei confronti delle cellule trasformate, innescata dagli
antigeni non-self da esse espressi, svolge un ruolo fondamentale nella prevenzione e nella
lotta allo sviluppo tumorale ed ¢ il risultato dell’interazione tra il sistema immunitario
dell’individuo e le alterazioni provocate dallo stato inflammatorio indotto dall’infezione. Le
principali cellule coinvolte nel processo di soppressione dei cloni neoplastici sono i linfociti
T attivati CD8+ specifici per HCC e le cellule natural killer (NK) (7, 8). Un’efficace terapia
con DAA induce una drastica e rapida soppressione dello stato infiammatorio, testimoniata
dal HCV-RNA che diventa non dosabile sin dai primi giorni (6) e dalle transaminasi che si
normalizzano in poche settimane (7), comportando un’inevitabile alterazione della suddetta

interazione.

22



A cio si associa anche ad un calo dell’attivazione delle cellule NK e dei linfociti T nel fegato
(specifici e non) con un ridotto homing dei leucociti nel fegato (7, 8), portando nel complesso
a una maggiore probabilita che i cloni neoplastici eludano I’immunosorveglianza.

Conti et al (7) fanno notare che la maggior frequenza di HCC riscontrata nel loro studio in
pazienti piu giovani e con piu elevato grado di fibrosi potrebbe corroborare questa ipotesi,
poiché a una piu giovane eta corrisponderebbe una maggiore aggressivita dei cloni
neoplastici e alla fibrosi piu avanzata una minore efficienza della sorveglianza
immunologica.

La rapida rigenerazione tissutale innescata dall’altrettanto veloce risoluzione
dell’infiammazione e non adeguatamente controbilanciata dalla morte cellulare immuno-
mediata ¢ sicuramente un ulteriore meccanismo non trascurabile promosso dai DAA che
potrebbe avere un ruolo nell’oncogenesi (8).

Tutti 1 mediatori del sistema immunitario sopra citati, aumentati durante I’infezione da HCV
nel tentativo di contenere il virus, sono quindi sia i responsabili del mantenimento dello stato
inflammatorio cronico sia un importante freno allo sviluppo tumorale. In quest’ottica, sono
stati proposti degli score predittivi della sopravvivenza e del rischio di recidiva in pazienti
con HCC che potrebbero essere adottati nella pratica clinica. Essi includono diverse variabili
immunologiche, tra cui il “systemic immune-inflammation index” basato sulla conta di
neutrofili e piastrine, il rapporto neutrofili/linfociti, il rapporto AST/linfociti e il rapporto
albumina/bilirubina (8, 94).

La potenziale differenza con il trattamento a base di IFN potrebbe risiedere dunque proprio
nella diversa cinetica di soppressione della risposta infiammatoria all’infezione. L’IFN
inoltre agisce nel controllo dello sviluppo tumorale attraverso diversi meccanismi, vale a
dire prolungando le fasi del ciclo cellulare, regolando I’angiogenesi e Iattivita di cellule
come macrofagi, cellule dendritiche, linfociti B e T, attivando direttamente le cellule NK e

sopprimendo la produzione di IL-12 da parte dei monociti (8).
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Due recenti studi (95,96) che hanno analizzato I’effetto dei DAA sullo stato immunitario
dell’ospite, indicano da un lato la ricostituzione dell’immunita innata da parte di questi
farmaci (95), dall’altro una down-regolazione della produzione di IFNI e II e dei loro
recettori, provocando cosi una perdita dell’azione di controllo sulla progressione tumorale
sopra descritta (96).

Un’altra azione esercitata dai DAA ¢ quella di modulare, riducendola, 1’apoptosi indotta dal
TNF nelle cellule tumorali, innescata dal ligando TRAIL, che costituisce un ulteriore
meccanismo di difesa endogeno allo sviluppo di HCC.

I microRNA-122 ha un ruolo centrale nella soppressione della replicazione virale e riduce
I’oncogenesi, I’angiogenesi e lo sviluppo di metastasi intraepatiche di HCC (97), fungendo
dunque da ottimo marker dello stato di malattia e di risposta alla terapia. I suoi livelli sierici
si sono rivelati piu bassi rispetto ai valori basali durante e nelle prime settimane dopo il
trattamento con DAA, in particolar modo nei pazienti che hanno raggiunto I’SVR (8).
Nello studio di Faillaci et al. (98) ¢ stato inoltre confermato il ruolo del VEGF e del pathway
da esso attivato nell’insorgenza e nella recidiva di HCC e i livelli di questo fattore di crescita
sono risultati significativamente aumentati durante il trattamento con DAA e durante il
follow-up.

Anche la regolazione epigenetica potrebbe essere influenzata dall’eradicazione virale indotta
da DAA, in particolare I’alterata metilazione degli istoni indotta da HCV sarebbe solo in
parte corretta dall’azione di questi farmaci (99).

Nonostante il possibile ruolo dei meccanismi sopra descritti, la recidiva dopo un’iniziale
risposta completa potrebbe essere dovuta a una disseminazione antecedente il trattamento e
alla comparsa di nuove cellule neoplastiche in un fegato cirrotico che ha quindi gia ricevuto
I’insulto oncogenico piuttosto che allo sviluppo de novo di cloni neoplastici durante o dopo
il trattamento, come dimostra il fatto che la maggior parte dei tumori sono stati diagnosticati

entro 1 primi 3 mesi di terapia (6, 11).
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A questo proposito, lo studio multicentrico di Kolly et al (100) evidenzia una possibile
correlazione tra il tempo intercorso tra il trattamento dell’HCC e I’inizio della terapia con
DAA e il tasso di recidiva, vale a dire che piu questo intervallo ¢ breve maggiore ¢ la
probabilita che essa si verifichi.

Nei pazienti con storia di precedente HCC, il rischio di recidiva sembra rimanere alto,
apparentemente non influenzato dall’eradicazione virale. E possibile infatti che il processo
innescato dalla replicazione virale, sulla base di un fegato cirrotico, diventi poi indipendente
dalla replicazione stessa e che quindi 1 tassi di recidiva e le tempistiche con cui essa insorge
risultino influenzati solo dalle caratteristiche proprie dell’HCC e non dal trattamento.

Per quanto riguarda L’HCC de novo, Debes et al. (101) hanno individuato un gruppo di 12
marcatori tumorali solubili tra cui marker di apoptosi, citochine e fattori di crescita che erano
significativamente piu alti prima del trattamento con DAA nei pazienti che lo hanno
sviluppato rispetto ai controlli in cui non € comparso, suggerendo che i pazienti con HCC
potrebbero presentare gia di per sé un pattern immunologico piu aggressivo, anche prima dei
cambiamenti indotti dai DAA e che quindi il profilo immunologico responsabile del
contenimento della crescita tumorale sarebbe piu influenzato da caratteristiche individuali
pregresse che dai cambiamenti indotti dai DAA.

E inoltre opportuno segnalare che in diversi studi, tra cui quelli di Li e collaboratori (14) e
di Singer et al. (15), il rischio nei pazienti trattati con DAA non differiva da quello dei
pazienti trattati con IFN una volta effettuata la necessaria correzione per fattori come eta,
sesso e stadio di malattia epatica che sono quindi da tenere in considerazione in quanto
influenzano significativamente il rischio.

La maggior parte degli studi, nonostante vi sia qualche eccezione, sembra quindi suggerire
che ’'SVR, indipendentemente da come questa viene raggiunta, potrebbe si ridurre il rischio

di HCC de novo ma in un grado dipendente dallo stadio di malattia epatica.
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Una volta raggiunta I’'SVR, le comorbidita e lo stile di vita ricoprono un ruolo
importantissimo e dovrebbero percio essere tenuti in considerazione (8).

In conclusione, dai vari studi analizzati si evince che un’azione oncogenica diretta da parte
dei DAA, sebbene non totalmente esclusa, ¢ altamente improbabile (6) e che, se da un lato
I’eradicazione virale ottenuta coi DAA non ha mostrato benefici nel breve e medio termine,
anzi ha destato in alcuni di essi preoccupazioni circa un aumentato rischio, dall’altro dei
sostanziali vantaggi potrebbero emergere piu distintamente nel lungo termine, quando gli

effetti di aver posto un freno al danno cronico correlato all’infezione diventano piu evidenti

(8).
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2. SCOPO DELLO STUDIO

Il nostro studio valuta I’incidenza del’HCC da febbraio 2015 a giugno 2019, in tutti i
pazienti con epatopatia cronica HCV correlata che hanno iniziato la terapia con DAA presso
il nostro Centro, dal 1 febbraio 2015 al 30 giugno 2018 raggiungendo SVR12 o 24. Si
propone dunque di analizzare 1’influenza della terapia antivirale sul rischio sia di HCC de
novo, quindi in pazienti senza storia di HCC, sia di recidiva in pazienti che hanno gia avuto

e precedentemente trattato il tumore.
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3. PAZIENTI E METODI

Il nostro ¢ uno studio prospettico osservazionale, iniziato a febbraio 2015 che coinvolge tutti
1 pazienti affetti da epatopatia cronica HCV correlata sottoposti a terapia con i DAA fino al
30 giugno 2018. Il follow-up ¢ terminato il 30 giugno 2019.

Il criterio principale di inclusione ¢ la presenza di epatite C, verificata mediante ricerca
ematica di HCV-RNA quantitativo e ’indicazione alla terapia con i DAA secondo le linee
guida internazionali (25), le raccomandazioni AISF (Associazione Italiana per lo Studio del

Fegato) e la prescrivibilita AIFA (Agenzia Italiana del Farmaco).

3.1 Analisi statistica

Le variabili quantitative continue sono state espresse come medie e deviazioni standard, o
mediane e range. Le variabili quantitative sono state confrontate utilizzando il test “t di
Student”. Il confronto tra mediane ¢ stato fatto con il test di “Kruskal Wallis”.

Le variabili qualitative sono state confrontate utilizzando il test “chi quadro” o “Fisher exact
test”.

Un valore dip < 0.05 ¢ stato considerato statisticamente significativo.
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4. RISULTATI

Dal 1 febbraio 2015 al 30 giugno 2018, 231 pazienti con epatopatia cronica HCV correlata
(93 femmine e 138 maschi) hanno iniziato la terapia con i DAA presso il nostro centro
raggiungendo SVR 12 o 24 (tabella 1, grafico 1). Solo un paziente ha mostrato un relapse
virologico, fallendo nel raggiungimento dell’SVR24. L’eta media di tutti 1 pazienti ¢ di 60
anni con DS + 12.9 (grafico 2). I maschi sono significativamente piu giovani delle femmine
(p <0.00004 — I’eta media dei maschi ¢ di 58 anni con DS £ 12.1; I’eta media delle femmine
¢ di 65 anni con DS + 12.9) (tabella 2, grafico 2).

La cirrosi epatica ¢ presente nel 40.7% dei pazienti (94 pazienti: 62 maschi e 32 femmine)
(tabella 1, grafico 1). I pazienti non cirrotici (137 pazienti: 76 maschi e 61 femmine) (tabella
1, grafico 1) sono significativamente piu giovani dei pazienti cirrotici (p <0.01 — I’eta media
dei pazienti cirrotici ¢ di 63 anni con DS +12.2; I’eta media dei pazienti non cirrotici € di 59
anni con DS +£13.1) (tabella 3, grafico 3). I pazienti maschi con la cirrosi sono
significativamente piu giovani delle femmine con la cirrosi (p < 0.0001 - I’eta media dei
maschi con la cirrosi € di 60 anni con DS + 11.2; I’eta media delle femmine con la cirrosi €
di 70 anni con DS + 11.4) (grafico 4).

Anche nei pazienti senza cirrosi la differenza dell’eta media tra maschi e femmine ¢
statisticamente significativa e i maschi risultano piu giovani delle femmine (p < 0.007 - I’eta
media dei maschi senza cirrosi ¢ di 56 anni con DS + 12.7; I’eta media delle femmine senza
cirrosi € di 62 anni con DS + 12.9) (grafico 4).

Non c’¢ differenza d’eta statisticamente significativa tra i pazienti maschi con cirrosi e
senza cirrosi (p > 0.07), mentre le femmine senza cirrosi sono significativamente pit
giovani delle femmine con cirrosi (rispettivamente eta media di 62 con DS + 12.9 e 70 con

DS +11.4) (p <0.006) (grafico 4).
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Nel gruppo dei pazienti con la cirrosi, ci sono significativamente piu pazienti con diagnosi
di diabete, obesita (BMI > 30) e con consumo di alcol (> 20 g/die) rispetto al gruppo dei
pazienti senza cirrosi (rispettivamente p < 0.004 — pazienti con cirrosi e diagnosi di diabete
26, pazienti senza cirrosi ma con diagnosi diabete 17; p < 0.0009 — pazienti con cirrosi e
obesita 14, pazienti senza cirrosi ma con obesita 4; p < 0.001 — pazienti con cirrosi che
consumano alcol 21, pazienti senza cirrosi che consumano alcol 10). Non ci sono
differenze statisticamente significative tra i pazienti con cirrosi € senza cirrosi €
coinfezione da HBV (p > 0.3 — 4 pazienti con cirrosi e coinfezione da HBV, 10 pazienti
senza cirrosi con coinfezione da HBV) (tabella 3, grafico 5).

1156.7% dei pazienti (131 pazienti) ha una infezione da HCV genotipo 1 e di questi, il 54.2%
(71 pazienti) ¢ infetto da genotipo 1b che risulta il genotipo piu frequente (30.7% di tutti 1
pazienti) (grafici 6 e 7). Nel gruppo dei pazienti cirrotici, il genotipo piu rappresentato ¢ il
genotipo 1b (37 pazienti); nel gruppo dei pazienti non cirrotici il genotipo piu rappresentato
¢ il genotipo 1a (38 pazienti) (grafici 8 € 9). Questa differenza ¢ statisticamente significativa
conp <0.01.

Nei pazienti non cirrotici, 41 hanno una fibrosi FO secondo Metavir (misurazione eseguita
mediante Fibroscan) (29.9%), 34 pazienti hanno fibrosi F1 (24.8%), 23 pazienti hanno
fibrosi F2 (16.8%) e 38 pazienti hanno fibrosi F3 (27.7%) (grafico 10).

All’inizio della terapia con DAA, 16 pazienti avevano gia una storia di HCC
precedentemente trattato con successo. Durante il follow-up, da febbraio 2015 a giugno
2019, dopo la terapia con 1 DAA, a 10 pazienti (tutti con cirrosi epatica) ¢ stata fatta diagnosi
di HCC (4.3% di tutti i pazienti, 10.6% dei pazienti cirrotici) (tabella 1, grafico 11). Per 5 di
questi si tratta di una recidiva, appartengono cio¢ al gruppo dei 16 che avevano gia avuto
HCC prima della terapia antivirale, mentre per gli altri 5 la diagnosi ¢ di HCC de novo. La
mediana dei mesi di diagnosi di HCC dopo il termine della terapia con DAA ¢ 10.5 (range

0-35) (grafico 12).
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La mediana dei mesi di follow-up nei pazienti con HCC (recidiva o de novo) ¢ 39 (range 29-
51). A 5 pazienti (2.2% di tutti i pazienti) ¢ stata fatta diagnosi di HCC entro 6 mesi dal
termine della terapia con i DAA; ad altri 3 pazienti (1.3% di tutti i pazienti) ¢ stata fatta
diagnosi di HCC entro 24 mesi dal termine della terapia con i DAA; i restanti 2 pazienti
(0.9%) hanno avuto diagnosi di HCC oltre 24 mesi dalla fine della terapia.

Nel gruppo dei pazienti con cirrosi che hanno avuto ’'HCC dopo terapia con i DAA e nel
gruppo dei pazienti cirrotici che non I’hanno avuto (84 pazienti) (tabella 1), maschi e
femmine sono rappresentati ugualmente in quanto non vi ¢ differenza statisticamente
significativa (p > 0.3), cosi come per I’eta media (p > 0.5) (tabella 4, grafici 11 e 13).
Confrontando questi due gruppi di pazienti dal punto di vista delle comorbidita e dei fattori
di rischio, coinfezione da HBV (p > 0.4), diagnosi di diabete (p > 0.2), obesita (p > 0.6),
consumo di alcol (p > 0.5), funzione epatica pre-terapia con DAA misurata mediante Child-
Pugh (p > 0.8), HCV- RNA quantitativo a 4 settimane di terapia con DAA (p > 0.8),
precedenti terapie per I’epatite C (p > 0.9), e la mediana di anni di cirrosi (p > 0.7) non
sembrano influire sulla comparsa di HCC in quanto non sono risultate differenze
statisticamente significative tra i due gruppi (tabella 4, grafici 14, 15, 16, 17, 18). La storia
di precedente HCC ¢ invece risultata una caratteristica decisiva per lo sviluppo del tumore
post-DAA, presente in 5 dei 10 pazienti con HCC post-DAA e in 4 degli 84 pazienti cirrotici
senza HCC post-DAA, con una differenza statisticamente significativa tra i due gruppi (p <
0.000004) (grafico 19). Le combinazioni di antivirali utilizzate dai pazienti con tumore post-
antivirali sono state Ledipasvir+Sofosbuvir per 4 pazienti, Sofosbuvir+Daclatasvir per 3,
uno di loro ¢ stato trattato con Ombitasvir+Paritaprevir+Ritonavir+Dasabuvir, uno
solamente con Sofosbuvir e infine uno con Sofosbuvir+Simeprevir. Questa distribuzione
non differisce statisticamente con quella dei farmaci utilizzati nei pazienti cirrotici che non

hanno sviluppato HCC (p > 0.4) (grafico 20).
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16 pazienti hanno avuto e hanno trattato ’'HCC prima dell’inizio della terapia con i DAA.
L’HCC ¢ stato trattato prima di iniziare la terapia con i DAA mediante trapianto epatico (8
pazienti), TACE (3 pazienti), resezione chirurgica (4 pazienti), resezione e termoablazione
intraoperatoria (1 paziente). 5 di questi pazienti hanno avuto una recidiva di tumore dopo
terapia con DAA (2.2% di tutti i pazienti; 31.3% dei pazienti con HCC pre-trattamento) con
una mediana dei mesi di ricorrenza di 6 (range 2-33) (grafici 12 e 21). La mediana dei mesi
di follow-up dei pazienti con recidiva ¢ 39 (range 29-44).

4 di loro presentavano un tumore in stadio BCLC-A prima del trattamento con DAA e 1 un
tumore in stadio BCLC-B (grafico 22).

I pazienti che hanno avuto recidiva avevano trattato ’HCC con TACE (2 pazienti), resezione
chirurgica (2 pazienti) e resezione e termoablazione intraoperatoria (1 paziente), mentre
quelli che non I’hanno avuta con trapianto (8 pazienti), TACE (1 paziente) e resezione
chirurgica (2 pazienti) (grafico 21).

Confrontando i pazienti con recidiva di HCC post-DAA con quelli che non ’hanno avuta
dopo aver trattato ’HCC precedente alla terapia antivirale, non vi sono differenze
statisticamente significative di eta (p > 0.7), sesso (p > 0.7), di stadio del tumore (BCLC)
pre-DAA (p > 0.6), di genotipo (p > 0.3), di farmaci antivirali impiegati (p > 0.3) (tabelle 5
e 6, grafici 22, 23, 24). Nell’ambito dei fattori di rischio di epatopatia, non vi ¢ differenza
statisticamente significativa per quanto riguarda il diabete (p > 0.3) e I’alcol (p > 0.1) mentre
essa ¢ presente per 1’obesita (p < 0.03), che risulta maggiormente diffusa tra i pazienti con
recidiva (2/5 pazienti tra le recidive e nessun paziente senza recidiva), ed ¢ ancora piu
rilevante per quanto riguarda la cirrosi, che ¢ infatti presente in tutti i pazienti con recidiva
(5/5) e solo in 4 degli 11 pazienti con storia di HCC ma senza recidiva (p < 0.02) ( tabella 6,
grafico 25). Non vi sono differenze statisticamente significative tra i due gruppi per quanto
riguarda I’esser stati precedentemente sottoposti a una terapia per ’'HCV (p > 0.5) (grafico

26).
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Cio che invece varia significativamente tra i due gruppi ¢ il tipo di trattamento del HCC
pregresso (p <0.05), in particolare si € visto che nessuno dei pazienti che ha fatto il trapianto
per P’HCC pre-terapia con DAA ha avuto recidiva di tumore dopo la terapia e che la
ricorrenza di HCC si ¢ invece verificata in 2 dei 4 pazienti in cui ’'HCC ¢ stato resecato
chirurgicamente, in 2 dei 3 pazienti in cui ¢ stato trattato con TACE e nell’unico paziente
trattato mediante resezione chirurgica e termoablazione intraoperatoria (grafico 21).

5 pazienti hanno avuto diagnosi di HCC de novo dopo terapia con DAA (2.2% di tutti 1
pazienti e 5.3% dei pazienti cirrotici). La loro eta media ¢ di 63 anni (con DS + 14.1) e non
vi ¢ differenza statisticamente significativa né coi pazienti cirrotici senza HCC (p > 0.9) né
coi pazienti con recidiva di HCC post-DAA (p > 0.6) (tabella 7, grafico 23). Tutti i pazienti
con HCC de novo sono cirrotici e la mediana di anni di cirrosi ¢ 6 (range 6-7), statisticamente
in linea con quella dei pazienti che non hanno sviluppato HCC (p > 0.5) (grafico 18).

Per quanto riguarda comorbidita e fattori di rischio, nessuno di questi 5 pazienti ¢ diabetico,
obeso o presenta coinfezione da HBV, mentre 2 di loro consumano alcol (> 20 g/die). Non
vi sono sotto questo punto di vista differenze statisticamente significative rispetto al gruppo
dei pazienti cirrotici senza HCC post-DAA, con p almeno > 0.1 in tutti i confronti sopracitati
(tabella 7, grafico 27). Il genotipo piu rappresentato tra questi pazienti ¢ 1’1b (2 pazienti su
5, quindi il 40%), cosi come nei cirrotici senza HCC (41.7%) (grafico 28). Dal punto di vista
della funzionalita epatica prima dell’inizio dei DAA, 3 pazienti presentavano una classe A
di Child-Pugh e 2 una classe B e questo risultato non si discosta statisticamente da quello
dei pazienti cirrotici senza HCC (p > 0.4) (tabella 7, grafico 15). L’HCV-RNA a 4 settimane
dall’inizio della terapia ¢€ risultato positivo in 2 casi e non dosabile (<12 Ul/ml) negli altri 3.
Questo risultato ¢ affine a quanto riscontrato nei pazienti cirrotici privi di HCC (p > 0.8)
(grafico 16). 2 pazienti hanno ricevuto trattamenti per 'HCV precedenti ai DAA, mentre gli
altri 3 erano naive prima di iniziarli e anche in questo caso non vi ¢ differenza statisticamente

significativa rispetto ai pazienti cirrotici in cui I’HCC non ¢ insorto (p > 0.6) (grafico 17).
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Le differenti tipologie di antivirali utilizzate non hanno influito sull’insorgenza di HCC de
novo, sempre in rapporto al gruppo dei pazienti con cirrosi ma senza HCC (p > 0.6) (grafico
20).

La mediana dei mesi dalla fine della terapia di diagnosi di HCC de novo ¢ 15 con range 0-
35 e non vi ¢ differenza statisticamente significativa con la mediana dei mesi dalla fine
terapia delle recidive (p > 0.9) (grafico 12).

Al termine della terapia antivirale, 4 pazienti presentano un tumore in stadio A secondo 1
criteri di Barcellona mentre 1 solo paziente presenta uno stadio B. Nel confronto statistico
coi pazienti con recidiva post-DAA non sono emerse differenze significative (p > 0.4)
(grafico 29). La mediana dei mesi di follow-up, inteso come il periodo di osservazione che
va dall’inizio della terapia antivirale al 30 giugno 2019, dei pazienti con HCC de novo ¢ 40
(range 37-51). Confrontandola con la mediana dei mesi di follow-up dei pazienti con cirrosi
ma senza HCC post-DAA (44.5 con range 12-55) non emerge una differenza statisticamente
significativa (p > 0.8), cosi come nel confronto della mediana dei mesi di follow-up tra 1

pazienti con HCC de novo e quelli con recidiva dopo terapia antivirale (p > 0.3) (grafico 30).
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S. DISCUSSIONE

Il nostro studio ha coinvolto una coorte di 231 pazienti ¢ ha permesso di osservare
I’andamento del rischio di HCC post-DAA nei pazienti che si sono sottoposti a terapia
antivirale presso il nostro centro.

L’incidenza di HCC riscontrata dopo terapia con i DAA, durante il follow-up da febbraio
2015 a giugno 2019 (53 mesi), in pazienti con SVR 12 o0 24, ¢ del 4.3% (10/231 pazienti). 11
tasso di SVR ¢ risultato pressoché totale, con SVR12 o SVR24 raggiunte da tutti 1 pazienti
con un solo caso di relapse virale, testimoniando cosi la grande efficacia del trattamento con
DAA nell’eradicazione virale per cui ci si attenderebbe anche un calo del rischio di HCC
conseguente alla risoluzione dello stato infiammatorio cronico con ottime percentuali di
successo.

Nel nostro studio i maschi sono significativamente piu giovani delle femmine, 1 cirrotici
costituiscono il 40.7% del totale e 1 pazienti non cirrotici sono risultati piu giovani dei
pazienti cirrotici.

Comorbidita e fattori di rischio come diabete mellito, obesita e consumo di alcol (> 20 g/die)
sono piu diffusi tra i cirrotici che tra 1 non cirrotici.

Il genotipo virale maggiormente rappresentato € risultato 1’1b, con una distribuzione diversa
tra cirrotici € non cirrotici: nei primi prevale 1’1b, nei secondi I’ 1a.

A 7 pazienti ¢ stata fatta diagnosi di HCC entro 24 mesi dal termine della terapia mentre ai
restanti 3 pazienti entro 35 mesi.

L’incidenza di HCC dopo 12 mesi dal termine della terapia ¢ del 2.2 % (5 pazienti), risultato
che non si discosta di molto dal 1.2%/anno e dal 4.5%/anno osservati da Singer et al. e da
Nagaoki e collaboratori nei loro studi, la cui conclusione ¢ che il rischio cumulativo di HCC
non possa dirsi aumentato dopo terapia con DAA (15, 102). Tutti i pazienti che hanno avuto

diagnosi di HCC post terapia antivirale con DAA sono cirrotici.
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Confrontando le caratteristiche dei pazienti che hanno avuto HCC post-DAA con quelle dei
cirrotici che non I’hanno sviluppato, ¢ emerso che I’eta media, il sesso, le comorbidita e i
fattori di rischio, la funzionalita epatica pre-DAA, la mediana degli anni di cirrosi, il tipo di
DAA, un precedente trattamento per HCV e 'HCV-RNA a 4 settimane non hanno
influenzato in maniera statisticamente significativa la comparsa del tumore, che ¢ stata
invece nettamente condizionata dalla storia di precedente HCC, presente in ben 5 dei 10
pazienti con tumore post antivirali.

I1 dibattito sul carcinoma epatocellulare nei pazienti HCV trattati con DAA, ha recentemente
coinvolto due distinti scenari clinici: 1 pazienti con una storia di HCC pre-terapia antivirale
che hanno trattato il tumore e quelli senza un precedente HCC (de novo).

16 pazienti hanno avuto e hanno trattato ’HCC prima dell’inizio della terapia con i DAA.
Di questi, 5 hanno avuto una recidiva di tumore dopo terapia con DAA, con ricorrenza di
HCC del 31.3%. Questo risultato, simile a quello osservato nello studio di Reig e
collaboratori (41.2%) (6) e Conti et al. (28.8%) (7) suggerisce un aumento della ricorrenza
dell’HCC dopo terapia con DAA. La mediana dei mesi di ricorrenza di HCC post terapia
coniDAA ¢ 6, in un range che va da 2 a 33. Questi dati potrebbero suggerire un follow-up
piu stretto per i pazienti che hanno avuto HCC prima della terapia antivirale, supportati
anche da alcuni studi che documentano un tasso di recidiva tempo-dipendente, maggiore
durante i primi mesi di follow-up (6, 7, 100), sebbene nel nostro studio le recidive non siano
risultate piu precoci rispetto agli HCC de novo. La maggiore incidenza nei primi mesi
potrebbe in ogni caso non essere dovuta direttamente ai DAA ma a cellule neoplastiche
sviluppatesi gia prima della terapia antivirale o a focolai microscopici di malattia residua, in
particolare in quei pazienti che non hanno ricevuto procedure curative come il trapianto
epatico, la resezione chirurgica o la termoablazione ma trattamenti come la TACE e che
quindi hanno gia di per sé una maggiore probabilita di recidiva. Pertanto nei casi sopracitati

I’attribuzione delle recidive ai DAA potrebbe rivelarsi erronea (9).
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Tuttavia, la possibilita che l'intervento precoce con DAA dopo la cura del carcinoma epatico
possa esporre arischio direcidiva precoce del tumore in presenza di focolai di HCC residuali
0 metastatici microscopici 0 non riconosciuti, non puo essere completamente esclusa.

Nel nostro studio, la modalita di trattamento del precedente HCC ha influenzato il rischio di
comparsa di recidive, in particolare nel confronto coi pazienti che non ne hanno avute. Cio
che spicca ¢ la netta prevalenza di pazienti trapiantati tra quelli che non hanno mostrato
recidive (8/11), la quale sottolinea I’importanza di un trattamento quanto piu possibile
radicale. Questi dati sono in linea con quanto affermato nello studio di Pol et al. (9), fatta
eccezione per il paziente trattato con resezione chirurgica e termoablazione, per cui non si
attendeva una recidiva.

Sempre confrontando 1 pazienti con recidiva con quelli che non I’hanno avuta, fattori
ritrovati piu frequentemente nel primo gruppo sono stati la cirrosi e 1’obesita, noti fattori di
rischio per HCC (91).

Va d’altro canto sottolineato che la maggior parte degli studi pubblicati riporta una
ricorrenza dellHCC dopo terapia con DAA nel range di cio che ¢ previsto nel decorso
naturale della malattia (9, 10, 93, 103, 104).

5 pazienti hanno avuto diagnosi di HCC “de novo” dopo terapia con DAA (2.2 % di tutti 1
pazienti, 5.3% dei pazienti cirrotici). Di questi, 2 pazienti hanno avuto la diagnosi di HCC
entro 1 anno dal termine della terapia (2.1 % dei pazienti cirrotici). Questo dato ¢ comunque
simile a quello osservato nel passato (2.8-3.9 %/anno) in pazienti con cirrosi epatica HCV
correlata che non hanno fatto il trattamento per ’epatite C (68, 71) o che hanno fatto terapia
con IFN (105). E simile anche agli studi (7, 11-13, 16, 93, 106) che suggeriscono che il
trattamento con DAA nei pazienti cirrotici non aumenta il rischio di sviluppare HCC dopo

la terapia e che mostrano incidenze a un anno che oscillano traI’1.1 e il 4%.
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Nel nostro studio abbiamo operato un confronto tra i pazienti con HCC de novo e i cirrotici
senza HCC, non rilevando alcuna differenza statisticamente significativa tra i due gruppi per
quanto riguarda eta media, diabete mellito, coinfezione da HBV, obesita, consumo di alcool,
genotipo, precedenti trattamenti per HCV, funzionalita epatica pre-terapia, HCV-RNA a 4
settimane e mediana degli anni di cirrosi.

Abbiamo inoltre confrontato il primo gruppo coi pazienti con recidiva per quanto riguarda
eta media, mediana dei mesi dalla fine della terapia della diagnosi di HCC, stadio del tumore
post-DAA e anche in questo caso non sono emerse differenze statisticamente significative.
La durata del follow-up, inteso come il periodo di osservazione che va dall’inizio della
terapia con DAA al 30 giugno 2019, non ¢ risultata significativamente piu breve o pit lunga
rispetto a quella nei pazienti cirrotici senza HCC post-DAA e nei pazienti con recidiva,
escludendo nel nostro studio una manifestazione particolarmente precoce o tardiva del
tumore de novo rispetto alla fine della terapia antivirale.

Questi dati indicano una sostanziale sovrapponibilita tra 1 due gruppi per le caratteristiche
esaminate. Non ¢ dunque stato possibile individuare delle caratteristiche peculiari dei
pazienti con HCC de novo che aiutassero a tracciare un potenziale profilo di rischio da
studiare per eventualmente individuare dei pazienti potenzialmente meritevoli di una piu
stretta osservazione.

Il nostro studio non ha un gruppo di controllo di pazienti non trattati né di pazienti trattati
con IFN, poiché i DAA sono indicati anche nei pazienti con malattia epatica avanzata o che
addirittura hanno gia avuto HCC, dunque il confronto tra pazienti trattati con IFN e pazienti
trattati con DAA potrebbe essere eccessivamente influenzato dalle caratteristiche di base dei
pazienti (7).

E inoltre opportuno precisare che nel confronto statistico tra i singoli gruppi, ’esiguo
numero di pazienti che compongono alcuni di essi potrebbe inficiare la forza delle

correlazioni riscontrate.
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In sintesi, 1’attesa diminuzione del rischio di HCC nei pazienti trattati con DAA come
conseguenza dell’eradicazione virale e della risoluzione dell’inflammazione cronica non ¢
stata riscontrata nel nostro studio. Considerando le recidive, i nostri risultati indicano al
contrario un aumento di tale rischio, con percentuali affini a quelle degli studi di Reig et. al
(6) e di Conti e collaboratori (7).

Se guardiamo invece gli HCC de novo, dal nostro studio non emerge un aumento del rischio,
con valori che sono simili a quelli riscontrati nella popolazione non trattata per HCV (68,71)

e in alcuni studi (7, 11-13, 93) che appunto smentiscono un aumento del rischio post-DAA.
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6. CONCLUSIONI

In conclusione, il trattamento con DAA ha mostrato una grande efficacia e un buon profilo
di sicurezza per I’eradicazione virale e dunque per la prevenzione delle complicanze epatiche
ed extraepatiche dell’infezione da HCV, tuttavia il loro impatto sul rischio di HCC risulta
ancora poco chiaro e merita ulteriore approfondimento. La letteratura ¢ infatti poco
concorde, in quanto accanto agli studi che hanno sollevato il problema dell’aumento del
rischio di HCC o per lo meno di una sua mancata diminuzione a seguito dell’eradicazione
virale indotta da DAA (6, 7) ce ne sono altri che sembrerebbero smentirlo e anzi dimostrarne
un calo (9, 11, 14, 15). Inoltre, da questi studi ¢ emerso che sia il numero dei pazienti
analizzati, sia le loro caratteristiche di base (eta, stadio dell’epatopatia, comorbidita), sia la
durata del follow-up sono in grado di influenzare anche in maniera importante i risultati, che
diventano via via meno allarmanti se si considerano coorti piu ampie, follow-up piu lunghi
e se si corregge per le caratteristiche di base (8). Comunque, se questo campanello d’allarme
trovasse conferma, diventerebbe importante individuare i meccanismi attraverso i quali 1
DAA potrebbero favorire la carcinogenesi e quindi aumentare il rischio di HCC, nonché
eventuali profili di rischio legati a caratteristiche individuali dei pazienti. Pertanto qualsiasi
eventuale implicazione in ambito clinico ¢ subordinata alla chiarificazione di questi aspetti

e ulteriori studi per approfondirli sono indispensabili.
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8. TABELLE E GRAFICI

Tutti i Pazienti Pazienti non . Pazfefm P.az1e1.1t¥
ienti cirrotici cirrotici cirrotici con cirrotici
pazien HCC senza HCC
Maschi 138 62 76 8 54
Femmine 93 32 61 2 30
Totale 231 94 137 10 84

Tabella 1 — numero dei pazienti nello studio. Nel dettaglio, numero dei pazienti cirrotici, dei

pazienti non cirrotici, dei pazienti cirrotici senza HCC dopo terapia antivirale e dei pazienti

cirrotici senza HCC post terapia antivirale.

Maschi Femmine Valore di p
(m=116) (n=173)
Eta (media e DS) 58 (12.1) 65 (12.9) <0.00004

Tabella 2 — eta media dei pazienti dello studio: i maschi sono significativamente piu giovani

delle femmine.
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C Pazienti
Pazienti con nza
VARIABILI cirrosi SeNZa | Valore dip
(n=94) cirrosi
(n=137)
Demografiche
Eta in anni (media e DS) 63 (12.2) 59 (13.1) <0.01
Genere maschile (N e %) 62 (66%) 76 (55.5%) >0.11
Fattori di rischio di epatopatia
Diabete (N e %) 26 (27.7%) | 17 (12.4%) <0.004
Obesita (N e %) 14 (14.9%) 4 (2.9%) <0.0009
Alcol (N e %) 21 (22.3%) 10 (7.3%) <0.001
Infezione da HBV (N e %) 4 (4.3%) 10 (7.3%) >0.3

Tabella 3 — caratteristiche demografiche e 1 fattori di rischio di epatopatia nei

pazienti con e senza cirrosi. La differenza ¢ statisticamente significativa per

quanto riguarda eta media con non cirrotici piu giovani dei cirrotici, diabete,

obesita e alcol, piu diffusi tra i cirrotici.

Pazienti con Pazienti con cirrosi
cirrosi e HCC post senza HCC post .
VARIABILI terapia con DAA terapia con DAA Valore dip
(n=10) (n=84)
Demografiche
Eta in anni (media e DS) 65 (13.2) 63 (12.1) >0.5
Genere maschile (N e %) 8 (80%) 54 (64.3%) >0.3
Fattori di rischio di
epatopatia
Diabete (N e %) 1 (10%) 25 (29.8%) >0.2
Obesita (N e %) 2 (20%) 12 (14.3%) >0.6
Alcol (N e %) 3 (30%) 18 (21.4%) >0.5
Infezione da HBV (N e %) 0 4 (4.8%) >0.4
Funzionalita epatica
CTP-A (N e %) 8 (80%) 67 (79.8%)
CTP-B (N e %) 2 (20%) 14 (16.7%) >0.8
CTP-C (N e %) 0 2 (2.4%)

Tabella 4 — caratteristiche demografiche, fattori dirischio e funzionalita epatica nei pazienti

cirrotici con e senza diagnosi di HCC post terapia con DAA. Non sono state riscontrate

differenze statisticamente significative tra i due gruppi.
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BCLC pre-terapia con | BCLC pre-terapia con
DAA senza recidiva (N) | DAA con recidiva (N)
Stadio 0 0 0
Stadio A 9 4
Stadio B 1 1
Stadio C 1 0
Stadio D 0 0

Tabella 5 - stadio di HCC (BCLC) nei pazienti con e senza recidiva

del tumore dopo terapia con 1 DAA. La differenza tra i due gruppi

non ¢ risultata statisticamente significativa (p > 0.6).

Pazienti con Pazienti senza
VARIABILI recidiva di HCC | recidiva di HCC | Valore di p
post-DAA (n=5) | post-DAA (n=11)
Demografiche
Eta in anni (media e DS) 67 (13.6) 65 (8.7) >0.7
Genere maschile (N e %) 4 (80%) 8 (72.7%) >0.7
Fattori di rischio di
epatopatia
Diabete (N e %) 1 (20%) 5 (45.5%) >0.3
Obesita (N e %) 2 (40%) 0 <0.03
Alcol (N e %) 1 (20%) 0 >0,1
Infezione da HBV (N e %) 0 0 -
Cirrosi 5 (100%) 4 (36.4%) <0.02

Tabella 6 - caratteristiche demografiche e fattori di rischio nei pazienti con e senza

recidiva di HCC dopo terapia antivirale.

Obesita e cirrosi epatica sono

significativamente piu frequenti tra i pazienti con recidiva.
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Pazienti con HCC

Pazienti con cirrosi

de novo post senza HCC post .
VARIABILI terapia con DAA | terapia con DAA Valore dip

(n=5) (n=84)
Demografiche
Eta in anni (media e DS) 63 (14.1) 63 (12.1) >0.9
Genere maschile (N e %) 4 (80%) 54 (64.3%) >0.4
Fattori di rischio di
epatopatia
Diabete (N e %) 0 25 (29.8%) >0.1
Obesita (N e %) 0 12 (14.3%) >0.3
Alcol (N e %) 2 (40%) 18 (21.4%) >0.3
Infezione da HBV (N e %) 0 4 (4.8%) >0.6
Funzionalita epatica
CTP-A (N e %) 3 (60%) 67 (79.8%)
CTP-B (N e %) 2 (40%) 14 (16.7%) >0.4
CTP-C (N e %) 0 2 (2.4%)

Tabella 7 — caratteristiche demografiche, fattori di rischio e funzionalita epatica nei

pazienti con HCC de novo dopo terapia con DAA e nei pazienti con cirrosi senza HCC

post terapia antivirale. Non sono emerse differenze statisticamente significative tra i due

gruppi per quanto riguarda i parametri in tabella.
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Grafico 1 — numero dei pazienti nello studio ¢ numero di maschi e femmine per ciascuna
categoria: tutti i pazienti, cirrotici, non cirrotici, cirrotici con e senza HCC dopo terapia

antivirale.
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Grafico 2 — eta media dei pazienti: tutti, maschi e femmine.
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Grafico 3 — eta media dei pazienti cirrotici € non cirrotici. I pazienti non

cirrotici sono significativamente piu giovani dei pazienti cirrotici (p < 0.01).
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Grafico 4 — eta media tra maschi e femmine con e senza cirrosi. I pazienti maschi cirrotici
sono significativamente piu giovani delle femmine cirrotiche (p< 0.0001) e anche tra i
non cirrotici i maschi risultano piu giovani delle femmine (p< 0.007). Le femmine senza

cirrosi sono significativamente piu giovani delle femmine cirrotiche (p< 0.006).
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Grafico 5 — cofattori di epatopatia nei pazienti con e senza cirrosi. Nel gruppo dei
pazienti con la cirrosi, ¢i sono significativamente piu pazienti con diagnosi di diabete
(p< 0.004), obesita (p< 0.0009) e che consumano alcol (p< 0.001) rispetto al gruppo dei

pazienti senza cirrosi.
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Grafico 6 — genotipi di HCV dei pazienti nello studio. Il genotipo 1 ¢ il piu

frequente (131 pazienti, 56.7%).
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Grafico 7 — genotipi di HCV dei pazienti nello studio. Dei 131 pazienti che hanno
un’infezione da genotipo 1, il 54.2 % (71 pazienti) sono infetti da genotipo 1b

che risulta il genotipo piu frequente (30.7% di tutti 1 pazienti).
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Grafico 8 — genotipi di HCV nei pazienti cirrotici. Il piu rappresentato ¢ il

genotipo 1b (37 pazienti, 39.4%).
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Grafico 9 — genotipi di HCV nei pazienti non cirrotici. Il piu rappresentato ¢ il

genotipo la (38 pazienti, 27.7%)
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Grafico 10 — numero dei pazienti per i diverti stadi di fibrosi (escluso F4). 41
hanno una fibrosi FO secondo Metavir (29.9%), 34 pazienti hanno fibrosi F1
(24.8%), 23 pazienti hanno fibrosi F2 (16.8%) e 38 pazienti hanno fibrosi F3

(27.7%).
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Grafico 11 — pazienti cirrotici con e senza HCC post terapia con i DAA. Durante il
follow-up a 10 pazienti (tutti con cirrosi epatica) ¢ stata fatta diagnosi di HCC (4.3%
di tutti 1 pazienti, 10.6% dei pazienti cirrotici). Nei due gruppi maschi e femmine

sono ugualmente rappresentati (p > 0.3).
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Grafico 12 — mediana dei mesi dalla fine della terapia antivirale di comparsa di HCC in
tutti 1 pazienti, in quelli con ricorrenza e in quelli con HCC de novo, rispettivamente di
10.5 (range 0-35), 6 (range 2-33) e 15 (range 0-35). Non c’¢ differenza statisticamente

significativa tra la mediana delle recidive e degli HCC de novo (p > 0.9).
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Grafico 13 — eta media dei pazienti cirrotici con e senza HCC post terapia con

DAA. Non vi ¢ differenza statisticamente significativa (p > 0.5).
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Grafico 14 — diabete, obesita, consumo di alcol e infezione da HBV nei
pazienti cirrotici con e senza HCC post terapia con DAA. Non sono risultate

differenze statisticamente significative tra i due gruppi.
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Grafico 15 — funzione epatica secondo Child Pugh nei pazienti con e senza HCC
post terapia con DAA e nei pazienti con HCC de novo. Non ¢ stata riscontrata
differenza statisticamente significativa tra i primi due gruppi (p > 0.8), né tra i

pazienti con HCC de novo e quelli cirrotici senza HCC (p > 0.4).
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Grafico 16 —HCV-RNA quantitativo a 4 settimane di terapia con 1 DAA nei pazienti
con e senza HCC dopo terapia antivirale e nei pazienti con HCC de novo. Non vi ¢
differenza statisticamente significativa tra i primi due gruppi (p > 0.8), né tra i

pazienti con HCC de novo e quelli con cirrosi senza HCC (p > 0.8).
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Grafico 17 — pazienti naive o experienced con o senza HCC post terapia con
DAA. Non vi ¢ differenza statisticamente significativa tra i primi due gruppi
(p > 0.9), né tra i pazienti con HCC de novo e quelli con cirrosi senza HCC

(p>0.6).
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Grafico 18 — mediana degli anni di cirrosi nei pazienti con e senza HCC post
terapia con DAA e nei pazienti con HCC de novo. Questo parametro coincide

nei tre gruppi di pazienti.
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Grafico 19 — numero dei pazienti cirrotici con storia di HCC pre-DAA con e
senza HCC post terapia con DAA, rapportati al totale dei pazienti per ciascuna
categoria. E evidente la differenza statisticamente significativa tra i due gruppi,
con storia di HCC molto piu frequente nei pazienti cirrotici con HCC post-

DAA (p < 0.000004).
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Grafico 20 — diverse combinazioni di antivirali utilizzate in pazienti cirrotici con e senza

HCC post terapia con DAA e in pazienti con HCC de novo. Non c’¢ differenza

statisticamente significativa tra i primi due gruppi (p > 0.4) né tra il secondo e il terzo (p >

0.6).

66



° 8
8
c 7
2
N 6
S
5 4
o 3
o 3
£ 2 2

0
! .
trapianto epatico TACE resezione resezione e

chirurgica termoablazione
intraoperatoria

W pazienti con HCC pre-terapia con DAA

M pazienti con recidiva di HCC post-DAA
Grafico 21 — trattamento dell’HCC pre terapia con DAA nei pazienti con e senza recidiva
dopo terapia antivirale. Nessuno degli 8 pazienti sottoposti a trapianto ha avuto recidiva,
che si ¢ invece verificata in 2/4 pazienti in cui ’HCC ¢ stato resecato chirurgicamente, in
2/3 pazienti in cui ¢ stato trattato con TACE e nell’unico paziente trattato con resezione

e termoablazione. La differenza tra i due gruppi ¢ statisticamente significativa (p < 0.05).
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Grafico 22 — stadio di HCC (BCLC) pre-DAA nei pazienti con e senza recidiva
del tumore dopo terapia antivirale. Non c’¢ differenza statisticamente

significativa (p > 0.6).
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Grafico 23 — eta media dei pazienti con HCC pre-DAA con e senza recidiva dopo
terapia antivirale e dei pazienti con HCC de novo. Nessun gruppo ¢ significativamente
piu giovane di un altro (p > 0.7 tra pazienti con e senza recidiva e p > 0.6 tra pazienti

con recidiva e con HCC de novo).
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Grafico 24 — Tipologie di DAA utilizzate nei pazienti con HCC pre-DAA con e senza

recidiva dopo terapia antivirale. Non c’¢ differenza statisticamente significativa (p > 0.3).
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Grafico 25 — Cofattori di epatopatia in pazienti con HCC pre-DAA con e senza recidiva post
terapia antivirale. L’obesita risulta maggiormente diffusa tra i pazienti con recidiva (2/5
pazienti e nessun paziente senza recidiva) (p < 0.03). La cirrosi € presente in tutti i pazienti

con recidiva (5/5) e in 4/11 pazienti con storia di HCC ma senza recidiva (p < 0.02).
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Grafico 26 — pazienti naive o experienced con HCC pre-DAA con e senza recidiva dopo
terapia antivirale. Non vi sono differenze statisticamente significative tra i due gruppi per

quanto riguarda I’esser stati precedentemente sottoposti a una terapia per HCV (p > 0.5).
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Grafico 27 — fattori di rischio di epatopatia in pazienti con HCC de novo (tutti cirrotici) e
nei pazienti cirrotici che non hanno sviluppato HCC post-DAA. Non vi sono differenze

statisticamente significative tra i due gruppi con p almeno > 0.1 in tutti i confronti.

40
35; 41.7%
35
S 30
C
o
g 25 7
S 20
o
g 15
10
g 10 9
; 5
5 2: 40
1 ; 1 1 l
1a 1b 1c 2 3 4

M pazienti con HCC de novo M cirrotici senza HCC post-DAA

Grafico 28 — Genotipi di HCV nei pazienti con HCC de novo dopo terapia con DAA
e nei pazienti cirrotici senza HCC post-DAA. Il genotipo piu rappresentato tra i
pazienti con HCC de novo ¢ 1b (2/5, 40%), cosi come nei cirrotici senza HCC

(35/84, 41.7%).
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Grafico 29 — Stadio del tumore (BCLC) post-DAA nei pazienti con recidiva e con

HCC de novo dopo terapia antivirale. Nel confronto statistico non sono emerse

differenze significative (p > 0.4).
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Grafico 30 — mediana dei mesi di follow-up nei pazienti cirrotici senza HCC post-
DAA, nei pazienti con recidiva di HCC e nei pazienti con HCC de novo. Confrontando
le mediane dei pazienti con HCC de novo e dei pazienti con cirrosi senza HCC post-
DAA non emerge una differenza statisticamente significativa (p > 0.8), cosi come tra

i pazienti con HCC de novo e quelli con recidiva dopo terapia antivirale (p > 0.3).
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9. FIGURE
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Figura 1 — Storia naturale dell’infezione da HCV
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Figura 2 - Algoritmo diagnostico per I’epatocarcinoma proposto dalle le linee guida EASL

- EORTC (European Association for the Study of the Liver - European Organisation for

Research and Treatment of Cancer) — 2018
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Figura 3 — Immagini TC di carcinoma epatocellulare localizzato al lobo destro. In alto a
sinistra immagine TC senza iniezione di mezzo di contrasto (MDC); in alto a destra con
MDC in fase arteriosa con iperhenancement; in basso a sinistra e a destra con MDC
rispettivamente in fase venosa portale e tardiva si evidenzia il tipico wash-out. (Fonte:
Collegio degli Universitari di Francia di gastroenterologia — “Hépato-gastro-entérologie et

chirurgie digestive™).
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Figura 4 - Schema di stadiazione ed eventuale trattamento (con relativa Overall Survival)

dell’epatocarcinoma proposto dalla Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC).
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